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摘要 :目的 探讨 表面 活性 蛋白 -D rs3088308 与 rs721917 位 点 基因 多 态 性 与 河南 地 区 某 铁 矿 男性 接 尘 作业 人 员 砂 肺 易 感性 的 关 
系 。 方法 采用 1:1 配 对 病例 -对 照 研 究 方 法 ,以 确诊 的 125 例 砂 肺 病人 为 病例 组 ,以 健康 接 尘 工人 为 对 照 组 , 按 同 年 龄 .同性 别 、 


同 工 种 .相同 累积 接 竺 工龄 进行 配对 ,采用 聚合 酶 链 反 应 -限制 性 片段 长 度 多 态 性 (PCR-RFLP) 方 法 检测 表面 活性 重 白 -D 基 因 


rs3088308 与 rs721917 两 位 点 基因 型 。 结 果 SP-D rs3088308 位 点 病例 组 T/T\T/A、A/A 基因 型 频率 分 别 为 22.2%、71.2%、5.6%， 
T、A 等 位 基因 频率 分 别 为 58.8%、41.2%, 对 照 组 T/T、T/A、A/A 基因 型 频率 分 别 为 17.6%、58.4%、24.0%,T、A 等 位 基因 频率 分 别 
为 46.8%、53.2%, 两 组 间 基 因 型 与 等 位 基因 频率 分 布 的 差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05), 且 病例 组 T/T、T/A 基因 型 以 及 T 等 位 基 
因 频 率 均 明显 高 于 对 照 组 ,但 rs721917 位 点 基因 型 与 等 位 基因 频率 在 两 组 间 分 布 的 差异 均 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 结 论 


SP-D rs3088308 位 点 基因 多 态 性 可 能 与 克 肺 易 感 性 有 关联 ,而 rs721917 位 点 基因 多 态 性 可 能 与 砂 肺 易 感性 无 关 。 
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Association of surfactant protein D gene polymorphisms at rs3088308 and rs721917 with 


susceptibility to silicosis 
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Abstract: Objective To investigate the relationship between polymorphisms of surfactant protein D (rs3088308 and rs721917) 
and the susceptibility to silicosis. Methods This case-control study included 125 silicosis patients and 125 individuals exposed 
to industrial dust but without silicosis (control group), who were strictly matched with the case group for age, gender, work 
type and cumulative length of dust exposure. The rs3088308 and rs721917 polymorphisms of surfactant protein-D were 


detected in all the participants using polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). 
Results The frequencies of T/T, T/A and A/A genotypes of surfactant protein-D rs3088308 locus were 22.2%, 71.2% and 5.6% in 
the case group, significantly different from the frequencies of 17.6%, 58.4% and 24.0% in the control group, respectively (P< 
0.05). The frequencies of C/C, C/T and T/T genotypes of rs721917 locus were 17.6%, 56.8% and 25.6% in the case group, similar 
to the frequencies of 15.2%, 60.0% and 24.8% in the control group, respectively (P>0.05). Conclusion Surfactant Protein-D 
rs3088308 polymorphism is significantly associated with silicosis, and the T allele may be a risk factor for silicosis in 


individuals exposed to industrial dust. 
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多 肺 是 由 于 长 期 吸入 含 游离 二 氧化 硅 浓 度 较 高 粉 
全 所 引起 的 以 肺 组 织 炎症 反应 及 弥散 性 纤维 化 为 主要 
病理 改变 的 一 种 全 身 性 疾病 ,该 疾病 仍然 是 目前 国内 外 
最 严重 的 职业 卫生 问题 ,但 其 发 病 机 制 尚 未 完全 阐明 ， 
且 无 理想 治疗 方法 "。 大 量 流行 病 学 调查 表明 , 某 些 基 
因 多 态 性 可 能 与 克 肺 易 感 性 有 关联 ” ,目前 国内 外 尚未 
见报 道 表面 活性 蛋白 -D 基 因 (SP-D) 多 态 性 与 砂 肺 的 相 
关 性 。 本 课题 组 前 期 动物 实验 结果 表明 中 , 砂 肺 模型 组 
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大 鼠 肺 组 织 SP-D 表 达 量 明显 高 于 对 照 组 ,该 结果 提示 ， 
SP-D 可 能 参与 了 砂 肺 的 发 生发 展 过 程 。 此 外 ,最 新 研 
究 表明 ,SP-D rs3088308 与 rsS721917 两 位 点 突变 会 
导致 人 群 基因 表达 水 平 的 改变 ,结果 可 能 影响 疾病 的 发 
病 风 险 。 本 研究 旨 在 探讨 SP-D rs3088308 与 T8721917 
两 位 点 单 核 苷 酸 多 态 性 作为 砂 肺 易 感人 群 早期 筛选 生 
物 标志 物 的 可 行 性 ,以 便 为 砂 肺 防治 提供 一 定 的 理论 依 
据 及 实验 室 数据 。 


1 对 象 和 方法 
1.1 对 象 

选取 河南 省 平顶山 市 某 铁 矿 接 砂 人 尘 作 业 人 员 为 
人 研究 对 象 ; 以 125 例 根 据 《 尘 肺病 诊断 标准 》 
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(GBZ270-2009) 确 诊 的 工期 工期 、 亚 期 砂 肺 病例 为 病 
例 组 ; 按 同 年 龄 .同性 别 . 同 工 种 `. 相 同 累 积 接 尘 工龄 进 
行 配对 ,选择 符合 条 件 的 125 例 健康 接 尘 工人 为 对 照 
组 。 所 选 研 究 对 象 均 为 汉族 男性 , 且 无 血缘 关系 及 其 他 
心 \ 肝 \ 脾 、 肺 肾 等 部 位 的 重大 疾病 ,所 有 研究 对 象 均 签 
署 了 知情 同意 书 ,并 且 该 研究 获得 了 医学 伦理 委员 会 的 
批准 。 

1.2 方法 

1.2.1 问卷 调查 及 样本 采集 采用 调查 问卷 以 面对面 询 
问 的 方式 收集 研究 对 象 基 本 资料 ,内 容 包 括 一 般 情况 、 
吸烟 饮酒 情况 .既往 病史 、 职 业 病 诊断 史 、 工 作 单位 、 工 
作 车 间 .工种 (爆破 工 .挖掘 工 . 钻 工 等 ) 工龄 . 接 砂 洁 年 
限 .职业 防护 等 。 现 场 采 集 研 究 对 象 空腹 肘 静 脉 血 $ mL， 
加 入 EDTA 抗 凝 管 ,用 于 提取 基因 组 DNA, 检 测 SP-D 
基因 型 。 


1.2.2 试剂 和 仪器 DNA 提 取 试 剂 盒 (北京 博 迈 德 生物 
技术 公司 ) ,引物 合成 (Invitrogen 公司),2xMasterMix 
(北京 博 迈 德 生 物 技 术 公司 ) ,限制 性 内 切 酶 MnlI、 
HpyCH4 IV(NEB 公司 ),PCR 扩 增 仪 电泳 仪 、 凝 胶 成 
像 系 统 (美国 Bio-Rad 公 司 )。 

1.2.3 基因 型 检测 

1.2.3.1 DNA 提 取 采用 小 量 全 血 基因 组 DNA 提取 试 
剂 盒 提取 抗 凝 全 血 DNA。 

1.2.3.2 PCR 扩 增 体系 及 条 件 25 眶 反应 体系 包括 : 
2 | 由 模板 ,浓度 为 10 hmolEL 的 上 下游 引物 各 0.5 hL， 
2xMasterMix12.5 HL ,补足 超 纯 水 至 25 hnL。 反 应 条 件 : 
94 C 预 变性 5 min,94 %C 变 性 20 s、 退 火 30 s、72 延伸 
1 min 为 1 个 循环 , 共 扩 增 35 个 循环 ,最 后 于 72 %C 延 伸 
10 min。rs3088308 与 rs721917 两 位 点 引物 序列 .退火 
温度 及 PCR 扩 增产 物 见 表 1。 


表 1 rs3088308 与 rs721917 两 位 点 PCR 扩 增 引物 序列 .退火 温度 及 扩 增 产物 


Tab.1 Primer sequences, annealing temperatures and PCR products of the two SNPs 


SNP ID Primer pairs Annealing temperatures ”PCR product 

rs3088308 5-ACGGAGGCACAGCTGCTG-3' 56 TC 115 bp 
5-GGAAAGCAGCCTCGTTCT-3' 

rs721917 5-CCCCATAGCAGAGGACAGAA-3' 60 总 238 bp 


5-CCAGGGTGCAAGCACTGGAC-3' 


1.2.3.3 酶 切 反应 体系 及 条 件 25 kL 反应 体系 包括 : 
PCR 扩 增产 物 10 pL, 限 制 性 内 切 酶 0.5 pL,10x 缓 冲 液 
2.5 LL, 补足 超 纯 水 至 25 pL。 反 应 条 件 :37 XC 水浴 反应 
15 min。 酶 切 反 应 结束 后 , 取 10 hL 酶 切 产物 ,在 12% 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 中 120 V 电 压条 件 下 电泳 40 min,EB 溶 
液 染 色 20 min, 于 凝 胶 成 像 系 统 下 观察 ,根据 条 带 数 (与 
DNA Marker 对 照 ) 分 别 确定 SP-D 基因 两 个 单 核 车 酸 
多 态 性 位 点 的 基因 型 。 
1.3 统计 学 分 析 

采用 Excel 软 件 建立 数据 库 , 用 SPSS17.0 统 计 软件 
对 数据 进行 统计 分 析 , 选 用 拟 合 优 度 x? 检 验 分 析 基 因 型 
频率 分 布 是 否 符 合 Hardy-Weinberg 遗传 平衡 ,计量 资 
料 以 均 数 + 标 准 差 表示 ,计数 资料 以 百分率 表示 ,以 P< 
0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 研究 对 象 基本 情况 

125 例 克 肺 病例 均 为 汉族 男性 ,年 龄 为 42~85 岁 , 平 
均 年 龄 为 53.8 岁 ,平均 工龄 为 27.9 年 ,发 病 年 龄 为 31~ 
72 岁 ,平均 发 病 年 龄 为 50.3 岁 。 工 种 构成 情况 为 评 岩 
工 占 35 多 ,爆破 工 占 21% ,成 型 工 占 26%, 辅 助 工 (包括 


车 间 机 修 维修 检验 车 间 司 机 等 ) 占 18%。 对 照 组 125 
例 均 为 汉族 男性 ,年 龄 为 41~86 岁 ,平均 年 龄 为 53.3 岁 ， 
工龄 为 9~35 年 ,平均 工龄 为 27.3 年 。 对 照 组 与 病例 组 
一 一 配对 ,工种 构成 相同 ,两 组 间 吸 烟 、 饮 酒 状况 的 分 布 
差异 均 无 统计 学 意义 (P>0.05, 表 2)。 经 xX 检验 ,对 照 组 
两 位 点 基因 型 频率 分 布 均 符合 Hardy-Weinberg 遗 传 平 
衡 LP>0.05) ,说 明 样 本 群体 代表 性 良好 。 
2.2 SP-D-rs3088308 与 Tr8721917 位 点 基因 型 与 等 位 基 
因 频 率 在 病例 组 与 对 照 组 的 分 布 

SP-D-rs3088308 位 点 基因 型 与 等 位 基因 频率 在 病 
例 组 与 对 照 组 间 分 布 的 差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05)， 
是 病例 组 TT、T/A 基因 型 以 及 T 等 位 基因 频率 均 明 显 
高 于 对 照 组 ,但 rs721917 位 点 基因 型 与 等 位 基因 频率 在 
两 组 间 分 布 的 差异 均 无 统计 学 意义 (P>0.05, 表 3,4)。 


3 讨论 

尘肺 是 我 国 目前 最 严重 的 职业 卫生 问题 , 近 几 年 平 
均 每 年 新 发 尘肺 病例 已 超过 2 万 例 ,其 中 砂 肺 患者 大 约 
占 上 述 病例 的 一 半 左 右 "。 环 境 粉 尘 暴露 是 砂 肺 发 生 
的 直接 病因 ,但 接 砂 尘 作 业 人 员 在 同样 粉尘 暴露 条 件 
下 ,有 些 工 人 患 病 而 有 些 工 人 却 不 患 病 ,此 现象 提示 , 砂 
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Characteristic Control group Silicosis P 
Nationality Han Han 
Subjects (n) 125 125 
Gender male male 
Age (MeantSD, year) 53.3+9.6 53.8+8.5 0.82 
Smoking status (n) 65 (Yes), 60 (No) 69 (Yes), 56 (No) 0.58 
Drinking status (n) 42 (Yes), 83(No) 45 (Yes), 80 (No) 0.63 
Working years (Mean+SD, years) 27.3+6.8 27.945.2 0.69 
表 3 rs3088308 与 rs721917 位 点 基因 型 频率 分 布 结果 
Tab.3 Genotypic frequencies of rs3088308 and rs721917 in the two groups (n=125) 
rs3088308 n (%) rs721917 n (%) 
Group 
T/T T/A A/A T/T T/C C/C 
Control 22 (17.6) 73 (58.4) 30 (24.0) 19 (15.2) 75 (60.0) 31 (24.8) 
Silicosis 29.(22.2) 89 (71.2) 7 (5.6) 22 (17.6) 71 (56.8) 32 (25.6) 
X=7.752 P<0.05 X=1.265 P>0.05 
表 4 rs3088308 与 rs721917 位 点 等 位 基因 频率 分 布 结果 
Tab.4 Allele frequencies of rs3088308 and rs721917 in the two groups (n=125) 
rs3088308 n (%) rs721917n (%) 
Group 
亚 A 亚 Cc 
Control 117 (46.8) 133 (53.2) 113 (45.2) 137 (54.8) 
Silicosis 147 (58.8) 103 (41.2) 115 (46.0) 135 (54.0) 
OR 1.652 0.782 
95%CI 1.183-2.136 0.59-1.45 


肺 的 发 生 不 仅 与 环境 因素 有 关 ,还 在 一 定 程 度 上 受到 遗 
传 因 素 的 影响 。 本 研究 拟 探讨 SP-D rs3088308 与 
rs721917 位 点 基因 多 态 性 与 河南 省 某 铁 矿 汉族 人 群 砂 
肺 易 感 性 的 关系 。 

表面 活性 物质 对 维持 肺 组 织 的 正常 功能 具有 重要 
作用 ,其 组 分 包括 磷脂 与 肺 表 面 活性 蛋白 , 肺 表面 活性 
蛋白 包括 SP-A、SP-B SP-CSP-D 四 种 。SP-D 属于 钙 
依赖 性 C 型 凝集 素 家 族 成 员 ,SP-D 基 因 位 于 人 类 10 号 
染色 体 q22.2-23.1, 包 括 8 个 外 显 子 ,其 表达 产物 SP-D 
由 4 个 亚 单位 所 构成 ,主要 由 肺泡 开 型 上 皮 细 胞 合成 ， 
其 在 肺 部 防御 与 先天 性 免疫 方面 发 挥 着 十 分 重要 的 作 
用 ”"。 此 外 ,皮肤 .唾液 腺 小肠 粘 膜 . 记 尿道 上 皮 等 部 位 
也 有 少量 表达 "”。 目 前 ,国内 外 相关 人 研究 表明 ,其 与 肺 


部 多 种 疾病 的 发 生 有 关 , 并 且 可 能 是 某 些 肺 部 疾病 的 合 
适 生物 标志 物 "。 本 课题 组 前 期 动物 实验 探讨 了 
SP-D 作为 砂 肺 早 期 筛 查 生 物 标志 物 的 可 行 性 ,结论 与 
闫 立成 等 汪 的 人 群 调查 研究 一 致 。 最 近 研 究 表明 一 ， 
SP-D 基因 某 些 位 点 的 突变 与 慢性 阻塞 性 肺 疾病 、 急 慢 
性 肺 损伤 .婴儿 呼吸 系统 窒 迫 综合 征 、 二 型 糖尿 病 等 疾 
病 的 发 生 均 有 关联 。 本 研究 探讨 了 SP-D rs3088308 与 
rs721917 位 点 的 突变 是 否 会 改变 砂 肺 的 发 病 风险 。 结 
果 表 明 , rs3088308 位 点 病例 组 T/T\T/A .A/A 基因 型 频 
率 分 别 为 22.2% .71.2% 、5.6% ,T/T、T/A 基因 型 频率 高 
于 对 照 组 ,而 A/A 基因 型 频率 低 于 对 照 组 ,差异 有 统计 
学 意义 (P<0.05), 并 有 病例 组 T 等 位 基因 频率 为 58.8%， 
也 高 于 对 照 组 的 46.8%, 计 算 T 等 位 基因 相对 于 A 等 位 
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基因 的 OR 值 为 1.652, 其 95%CI 为 1.183-2.136。 以 上 
结果 提示 ,rs3088308 位 点 的 单 核 背 酸 多 态 性 可 能 与 砂 
肺 的 发 生 有 关联 ,携带 T 等 位 基因 人 和 群 砂 肺 发 病 风 险 会 
增加 。Shakoori 等 "的 研究 发 现 该 位 点 的 多 态 性 与 慢性 
阻塞 性 肺 疾病 的 易 感 性 也 有 关联 ,但 Liu 等 * 却 认为 该 
位 点 的 多 态 性 与 女性 尿 路 感染 无 关 , 但 与 机 体 血 清 中 
SP-D 浓 度 有 关联 。 男 外 ,本 人 研究 所 选 样本 人 群 该 位 点 
各 基因 型 频率 的 大 小 与 其 也 有 差异 ,可 能 不 同 种 族 与 地 
区 人 群 的 遗传 基因 存在 一 定 区 别 ,这 与 Cheng 等 ”的 结 
论 一 致 。 但 rs721917 位 点 基因 型 与 等 位 基因 频率 在 两 
组 间 分 布 的 差异 均 无 统计 学 意义 (P>0.05) ,本 研究 尚未 
发 现 该 位 点 的 突变 与 砂 肺 易 感 性 有 关联 。 最 近 , 国 内 朱 
亚 非 等 所 的 研究 却 发 现 该 位 点 单 核 昔 酸 多 态 性 与 毛细 
支气管 炎 的 易 感 性 有 关联 。 

本 人 研究 或 许 还 具有 一 定 的 局 限 性 ,首先 ,该 研究 属 
于 小 样本 的 病例 -对 照 研究 ,其 论证 因果 关联 的 强度 有 
限 。 今 后 考虑 继续 开展 大 样本 病例 对 照 研究 甚至 前 瞻 
性 队列 研究 来 对 以 上 结论 作 进一步 验证 。 另 外 ,本 课题 
组 还 计划 比较 SP-D 基因 各 基因 型 人 群 mRRNA 以 及 重 
白 表 达 水 平 ,期 望 从 分 子 水 平 来 阐明 基因 多 态 性 改变 疾 
病 发 病 风险 的 具体 机 制 。 

综 上 所 述 ,SP-D rs3088308 位 点 基因 多 态 性 与 砂 
肺 发 生 有 关联 , 工 等 位 基因 可 能 会 增加 人 和 群 砂 肺 发 病 风 
险 , 但 尚未 观察 到 rs721917 位 点 基因 多 态 性 与 砂 肺 发 生 
有 关联 。 
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